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(54) Nouveau milieu de culture pour la mise en evidence de E. coli et procede pour son utilisation. 

(5?) L'invention concerne un milieu de culture destine a la 
mise en evidence de E. coli. 

II comporte outre un milieu de culture pour E. coli, a titre 
d'agent chromogene une combinaison de: 

- un compose chromogene derive de Tacide indolylglucu- 
ronique substrat de ('enzyme GUS et 

- un derive d'acide alkyle, alcenyle ou aryte glucuronique. 
Elle concerne egalement un procede de mise en evi- 
dence de E. coli. 
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La presente invention concerne un nouveau milieu de culture 
destine notamment a la mise en evidence de Escherichia coli . 

II existe actuellement pour la mise en evidence de Escherichia 
coli qui est Tun des microorganismes dont la detection est la plus 
frequente, un certain nombre de milieux de culture. 

La detection de E. coli est tres importante notamment dans les 
industries alimentaires, au niveau du controie des eaux mais egalement en 
medecine, sachant que dans ce milieu E. coli peut etre un agent pathogene 
mais egalement un agent mettant ,en evidence certains types de 
contamination. Compte tenu de la diversite des applications et des 
conditions dans lesquelies doit se faire la detection, ii est done necessaire 
de pouvoir disposer d'un milieu de detection qui soit simple et rapide 
d'emploi mais egalement qui soit fiable. 

Or, il ressort des essais qui ont ete effectues que la plupart des 
milieux de culture utilises actuellement, s'ils permettent de detecter un 
tres grand nombre de souches d' Escherichia coli , ne permettent neanmoins 
pas de detecter d'une maniere simple 100 % des contaminations. Or, on sait 
que generalement on ne peut pas se contenter d'une probabilite de I'ordre 
de 90 %, car dans la plupart des cas ce type de probabilite est tout a fait 
insupportable pour des raisons evidentes. Les microorganismes pathogenes 
qui peuvent etre presents dans ces echantillons non contre-selectionnes 
pourront avoir tendance a se repandre parce que ne pouvant pas etre mis en 
evidence par les methodes traditionnelles. 

C'est pourquoi la presente invention constitue un progres 
significatif dans la mesure ou elle propose des milieux de culture 
permettant de mettre en evidence d'une maniere simple un nombre 
beaucoup plus grand de contaminations de E. coli par rapport aux milieux 
existants. 

Plus particuiierement, il s ! agit d f un milieu de culture destine a 
la mise en evidence de E. coli caracterise en ce qu'il comporte outre un 
milieu de culture pour E. coli a titre d'agent chromogene une combinaison 
de : 

- un compose chromogene derive d'acide indolyl-glucuronique ou 
de ses sels substrats de 1'enzyme GUS et 
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- un derive ou sel d'acide alkyle, alcenyle ou aryle glucuro- 

nique. 

Les milieux de culture pour la mise en evidence de Escherichia 
coli sont connus et ne seront pas redecrits en detail ci-apres, mais seront 
mentionnes uniquement dans les exemples. 

En ce qui concerne les composes chromogenes, il s'agit d'agents 
chromogenes utilises pour certains d'entre eux deja dans la detection de E. 
coli et qui mettent en oeuvre des derives d f acides indolyl-glucuronique. Ces 
composes chromogenes sont des substrats de Tenzyme-beta-D-glucuronidase 
ou GUS qui par scission du substrat conduit a un derive colore et/ou 
fluorescent par exemple. 

Parmi ces derives de l'acide indolyl-glucuronique, il faut plus 
particulierement citer les derives des acides halogeno-3-indolyl glucuroni- 
que et leurs sels correspondants et plus particulierement encore les 
composes choisis parmi l'acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D- 
glucuronique, les sels de sodium et de cyclohexylammonium, l'acide 
5-bromo-6-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique les sels de sodium et de 
cyclohexylammonium, l ! acide 6-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique, 
l'acide 5-bromo-3-indolyl beta-D-glucuronique, l'acide 3-indoly-beta- 
D-glucoronique, leurs sels de sodium et de cyclohexylammonium. 

Ces composes sont utilises selon la presente invention en 
combinaison avec des derives de l'acide glucuronique alkyle, alcenyle et/ou 
aryle- II peut s'agir de derives alkyies ou alcenyles en a notamment 
methyles ou des derives aryles de type phenyl ou phenyl substitue ainsi que 
ies sels correspondants. Parmi les composes les plus efficaces selon la 
presente invention, il faut citer tout particulierement l'acide phenyl- 
glucuronique de meme que ses sels notamment ses sels alcalins, alcalino- 
terreux et ses sels derives d'ammonium tels que par exemple les sels de 
type cyclohexylammonium. 

Suivant la nature de i'agent chromogene utilise, ies colorations 
qui mettront en evidence la presence de E. coli pourront varier, Pun des 
interets de ce procede est qu f il permet avec des concentrations en 
chromogene relativement peu elevees d ! obtenir des detections des 
contaminations de E. coli voisines de 100 %. 



2696476 



3 



Par exempie, on pourra utiliser des concentrations de composes 
chromogenes inferieures a 40 mg/ml et eventuellement de l'ordre de 30 
mg/mi. 

La presente invention concerne egalement un precede de 
5 detection de souches de E. coli dans un prelevement quelqu'il soit 
caracterise en ce qu f on inocule le milieu de culture tel que decrit 
precedemment avec ledit prelevement et/ou un inoculum provenant dudit 
prelevement et en ce que Ton met au moins en evidence la coloration ou la 
fluorescence caracteristique de la presence de E. coli . 

10 Ce milieu de culture selon l'invention presente egalement par 

rapport aux milieux de la technique anterieure Tavantage de pouvoir etre 
mis en oeuvre selon l'une quelconque des modalites connues dans ce type de 
technologie. En particulier, il est possible avec les milieux selon Tinvention 
de prevoir une inoculation dans la masse du milieu. 

15 Cet aspect de l'invention est d'autant plus inattendu que les 

chromogenes derives de 1'indolyl ne fonctionnant pas en conditions 
anaerobies, on aurait pu croire que le procede d'inoculation dans la masse 
soit incompatible avec leur utilisation dans le milieu selon l'invention- 
Enfin, on constate experimentalement que grace au milieu de 

20 culture selon la presente invention, i'apparition des vrais positifs est 
acceieree, on elimine des faux negatifs et pratiquement 100 % des 
contaminations de E. coli sont mises en evidence. 

Les exempies ci-apres sont destines a mettre en evidence 
d'autres caracteristiques et avantages de la presente invention. 

25 

Exempie 1 : Detection de souches de E. coli 

Diverses souches de E. coli sont isolees sur le milieu M (en g/I : 
Extrait de viande 1 ; Extrait de levure 2 ; Peptone 5 ; Chlorure de sodium 5 
30 ; Agar 15 ; Desoxycholate de sodium 1,5 : 5 Bromo~4-Chloro-3-Indoiyl 
glucuronide 0,05). 

Les boites sont incubees a 37°C et la coloration bleue des colonies 
est observee apres 24 heures d'incubation. 

Une des trois souches, E. coli 297-3, n'est mise en evidence qu*apres 
addition de Phenyl glucuronide. 
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souche E. coli 
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Exemple 2 : Analyse d'echantillons de steaks haches 



Des echantillons de steaks sont examines par la methode standard de 
broyage dilution et etalement. 

La gelose suivant Tinvention est comparee avec un dispositif 
commercial sur film ou les E. coli sont aussi detectes par simple coloration 
specifique. 

Les resultats indiquent que la proportion de colonies E. coli 
detectees suivant ['invention est plus elevee que la technique utilisant un 
film donnant une coloration specifique aux colonies de E. coli. 
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REVENDICATIONS 

1. Milieu de culture destine a la mise en evidence de E. co li 
caracterise en ce qu'il comporte outre un milieu de culture pour E. coli a 
titre d'agents chromogenes une combinaison de : 

- un compose chromogene derive de i'acide indolylgiucuronique 
substrat de l'enzyme GUS et 

- un derive d'acide aikyle, alcenyle ou aryle glucuronique. 

2. Milieu de culture seion la revendication 1, caracterise en ce 
que le derive d'acide glucuronique est I'acide phenyiglucuronique ou ses 
sels. 

3. Milieu de culture selon la revendication 2, caracterise en ce 
que le compose chromogene est choisi parmi les acides halogeno-3indoiyi 
glucuronique et les sels correspondants. 

4. Milieu de culture selon la revendication 3, caracterise en ce 
que le compose chromogene est choisi parmi : 

I'acide 5-bromo-^f-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique, les sels de sodium 
et de cyclohexyiammonium, 

I'acide 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique, les sels de sodium 
et de cyclohexylammonium, 

I'acide 6-chloro-3-indoiyl-beta-D-glucuronique, les sels de sodium et de 
cyclohexylammonium, 

I'acide 5-bromo-3-indolyl-beta-D-glucuronique, les sels de sodium et de 
cyclohexylammonium, 

i'acide indolyl-beta-D-giucuronique, les sels de sodium et de cyclo- 
hexylammonium. 

5. Milieu de culture selon i'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il contient moins de 40 mg/ml du compose 
chromogene. 

6. Procede de mise en evidence de E. coli dans un prelevement, 
caracterise en ce qu'on inocule le milieu de culture selon I'une des 
revendications 1 a 5 avec le prelevement ou en inoculum provenant dudit 
prelevement et en ce qu'eile detecte eventuellement la presence de E. colt . 

7. Procede de mise en evidence de E. coli selon la revendication 
6, caracterise en ce que l'inocuiation est effectuee dans la masse du milieu 
de culture. 
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